














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































0 20 40 60 80　　　略00
キャベツ汁分画液添加量（μ〃プレート）
図5－6，　トリプトファンの焼き処理により生じる
　　　　変異原活性に対するF－1．F－ll画分の抑制効果
　　　　『浸漬前焼き処理」輿験
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図昏7．　トリプトファンの焼き処理による変異原性の雛現に及ぼす
　　　　グルコース、フラクトースおよびアスコルビン酸の抑制効果
　　　　r浸潰後：焼き処理』異験
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表5－1．キャベツ汁ゲルろ過分画液中の糖、L一アスコルビン酸および鉄含有量
分画No．
グルコース
（mg／rn1）
A　　　B
フラクトース
　（mg／rn1）
　A　　　B
L一アスコルビン酸
　（mg／100ml）
　A　　　B
　鉄
（rng／1）
　A
F－I
F－II
F－III－1
F－III－2
F－IV
F－V
　0。4　　0。4
116　　141
22　　14
　0。4＞　　0，4＞
　一　　　〇．4＞
　一　　　〇。4＞
0。2
91
20
0．2＞
0。2
89
23
0．2＞
0．2＞
0。2＞
16
7．5
0。4
0。6
25
9．9
1．2
0。51
0．68
0。34
0．09
0．08
0．05
A：図5－2Aのキャベツ汁分画液、　Bl図5－2Bのキャベツ汁分画液
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o．6
o、5
遡　⑪、4
e　⑪、3
藻
蔑⑪。2
0。1
αo
ト聾ト聾轟
0　　　　　　　　50　　　　　　　100　　　　　　150　　　　　　200
　　フラクションNo．（鱒、02　ml／チューブ）
図5－8．メチルイソチオシアナートのSephadex　G－25による
　　　　ゲルろ過の溶出パターン
　　　　　（カラムサイズ14。5×65cm，溶出溶液1蒸留水）
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第六章 総　合　考　察
　人のがんの原因は、主として環境因子、特に食品に起因するところが非常に
大きいという報告が出されて20～2躯◎95～99）、既に20年になる。一方、この間、
環境中からがん原物質や変異原物質を検出する方法がバクテリアや動物培養細
胞を用いて研究されてきた。このうちバクテリアを用いる方法として、突然変
異を検出する優れた方法がAmes等により開発された18・1象60〔石9）。そして変異原
性と発がん性間には非常に高い相関があることも多くの研究によって証明され
ている13～15）。それと同時に我々が直接摂取する食品中には、保存中の汚染や添
加化合物に起因する変異原物質のみならず、食品の加工・調理中に変異原物質
が生成することも明らかにされ、食品の安全性について発がん性の側面から問
題が提起されている。このような中にあって、多くの研究者ががんに関する疫
学的研究や動物実験および変異原試験を重ねてきた。そして、これらのデータ
を集約した米国アカデミーの報告21）によると、野菜の成分は各部位のがんの全
てにわたって発生を減少させるとしている。日本においても、加美山115）は秋田
県のA村と岩手県のB町の食生活と胃がんによる死亡年齢に関する疫学的研究
の結果、栄養素ではビタミンC、ビタミンAおよび鉄以外には両地区に有意差
はなかったが、野菜類の摂取頻度はB町で高いことが特徴的であったとし、総
合的に野菜の摂取の多いことが胃がん死亡率の低下につながると結論づけられ
た。この他多くの研究によりがんに対する野菜摂取の効用が報告されている36β7
81・82）。また、これらの研究とは別に、野菜や果実等の植物性食品には変異原活
性を抑制する種々の物質が存在することが報告されてきた21覗36弓8・41～4峨70岬3）。
　一方、食品成分には、それ自身には変異原性が無くても、食品の調理・加工・
保存、さらには食品成分の相互反応などにより、場合によっては強い発がん性
物質や変異原物質を生成する場合があることも知られてきた。よく知られた例
として、亜硝酸とアミン類の反応により生成するニトロソ化合物や、タンパク
性食品を加熱調理するときに生成するベンツ（a）ピレン75）や種々のヘテロサイク
リックアミンがあり、その発がん性も確認されている25～33）。
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　以上のような背景の中で賀田らの研究を契機に、多くの植物性食品の変異原
性抑制効果について活発な研究が行なわれている。
　筆者は、長崎県におけるがん罹患率（特に肝がん、子宮がん）が他県よりも
高く、また年次推移は漸次増加傾向にあることに着目し、地域特異的要因があ
るのではないかと考えた。長崎県は有数の漁業県であり、必然的に焼き魚を食
べる機会が多くなり、それに伴ってベンツ（a）ピレンやヘテロサイクリックアミ
ンの摂取量が多くなることが考えられる。一方、魚は栄養学的にはタンパク性
食品として優iれた食品であり、かつn－3系列の高度不飽和脂肪酸のDHAやEPA、
その他タウリン等種々の有効成分を多量に含んでいる。長崎県におけるがん罹
患率が高い原因が焼き魚の摂取と関係しているか否かは別として、魚食をより
安全な形で普及させることが必要である。
　そこで、筆者は植物性食品の変異原性抑制効果に注目し、これを利用した焼
き魚の調理・加工の工夫により変異原性物質の生成を抑制する方法または生成
した変異原物質の活性を抑制する方法をみいだすことを目的として本研究を行
なった。本研究はその目的のための基礎となる研究である。
　本研究では、まずはじめに焼き魚からの変異原活性を検出する方法を検討し
た（第2章）。その検出方法として、現在、変異原活性の検出にその有効性が
認められているバクテリアの突然変異を利用したAmes法の変法を採用した。フ
レームシフト型の突然変異を起こす3α伽。ηθ〃αり卿肋〃腕’1ηTA98と塩基置換型
の突然変異を起こすぶα1〃20ηθ〃αり卿肋纏〃〃2TA100を使用し、通常の調理によっ
て焼き魚に変異原活性が検出されるか否かを試験した。実験材料の魚は、年間
を通して入手でき、かつ組成の変動が少ないものとして養殖ブリを用いた。そ
の結果、TA100を使用した場合には、炭化状態まで焼き処理をしても、　S－9Mix
（細菌の代謝を活性化するために加えるものであり、ラットの肝ホモジネート
のS－9画分に種々の補酵素等を加えたもの）の有無に関係なく変異原活性は検出
されなかった。一方、TA98を使用すると、　s－9Mixの存在下で260℃の焼き処
理（肉片の表面温度が260℃になるまで焼く、通常の調理でありうる程度の焼き
処理）で変異原活性が検出できることを確認した。このことより、通常の焼き
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魚にはS・9Mixによる代謝活性化が必要なフレームシフト型の変異原物質が生
成していることが明らかになった。これらの性質は、タンパク質やアミノ酸の
トリプトファン、グルタミン酸の焼き処理時に、その焦げの中に生成すること
が既に明らかにされているヘテロサイクリックアミンのTrp－P4、　Trp－P－2、　IQ、
IMeQ、　Glu－P－1およびGlu一澄一2等の性質と同じであった116）。従って、焼き魚に
はこれらの化学変異原物質が生成していることが推察された。
　次いで、この焼き魚の変異原性を抑制したり、または変異原性の生成を抑制
する調理・加工の方法を模索するため、ヘテロサイクリックアミンの変異原性
を抑制することが確認されている野菜汁を用いて、焼き魚の浸漬実験を行なっ
た（第2章）。野菜汁として、キャベツ、ダイコン、ショウガを用い、これら
の汁液に魚を焼き処理（260℃の焼き処理）する前か後に20分間浸漬した。前
者の処理を「浸漬後焼き処理」、後者の処理を「浸漬前焼き処理」と呼ぶ。そ
の結果、全ての汁液で上記の両処理において変異原性抑制効果が認められた。
以上の実験により、実際の調理に近い状態で焼き魚の変異原性を抑制できるこ
とが確認できたが、その結果は「浸漬後焼き処理」の方が顕著であった（図2－
5、7～9）。これまで多くの植物性食品や種々の化合物の変異原性抑制効果が報
告されているが、それらは、ごく一部の実験を除けば全て変異原物質に対する
抑制効果であり、変異原物質の生成を抑制する研究は非常に遅れている。本研
究で見い出した「浸漬後焼き処理」実験におけるキャベツ汁の低分子画分の強
い変異原性抑制効果は変異原物質の生成を抑制したためと考えられ、非常に興
味深い結果であった。
　一方、食品の変異原性抑制効果については賀田らの一連の研究13・3Z4448・63～6◎
68・7q73）により、食品をはじめとする天然物中に種々の変異原性抑制物質が存在
することが見い出され、さらに賀田らは変異原性抑制物質をその作用面から図
6。1に示すように3つに大別することを提案している。
　1つ目のグループは変異原物質の生成を抑制する因子であり、このグループに
上げられる例はビタミンC（アスコルビン酸）である。食品中の亜硝酸とアミ
ン類との反応により発がん性のニトロソアミンが生成されるが、ビタミンCは
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　　　　　　　　　　　1園図園駆困睡囲麗圏圖圏圏團趣麗囲国圏團国図国囹国圏囹囲圏聴圏囲騒睡隆囹囹腿極駆囲翻困闘圏
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晶
成
分
　　　　　DNA
不活性体
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　あ　　　　　　あ　　　　　　　　　　　　　　　　ぽ　　　　　
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　　　　　　　　　　　　　　　＿＿＿＿＿L
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　1｝抗突然変異因子　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ね　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　
　　　　　　　　　　　　　　　lbl⑪一中lmutagen　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　旧　　　　　　　　　　　　　　　闘圏囲囲囲囲圏層薗函團図團函霞囲囲囲留函囲團留図園囲留国圖亟留厨囲田闘図囲園国囲囲園囲脚
　　　　　　　　　　　図6週．変異原性不活性化機構
　　　　　　，
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亜硝酸を還元分解し、このニトロソ化反応を阻害する118）。同様の効果が抗酸化
物質であるビタミンEやAにもあると推察されている35・55～59）。動物実験にお
いてもプロリンを投与し、アスコルビン酸、コーヒー酸、フェラル酸等の植物
フェノール類により尿中のN一三トロンプロリンの生成が抑制されていることが
確認され、抗酸化成分がニトロソ化反応を生体内で抑制する働きをもっことが
推定されているU8）。従って、アスコルビン酸の他、抗酸化能をもつシステイン、
ビタミンAおよびビタミンE等の食品成分は上記の作用をもつとされている。
以上のようなことより、食品の加工・調理の条件をうまくコントロールするこ
とにより、変異原物質の生成を抑制することは可能であるといわれている119）。
　2つ目のグループは変異原野活性化物質（因子）des－mutagenと呼ばれている。
これは変異原物質がDNAに損傷を与える前に、変異原物質または代謝活性化さ
れた変異原物質に直接作用（分解、化学修飾反応等）して不活性化したり、変
異原物質を代謝活性体に変える反応を阻害する因子である。このグループの因
子として初めて発見されたのは、亜硝酸とソルビン酸から生成する変異原物質
の1、4一ジニトロー2メチルピロールにビタミンCが温和な条件で作用し、還元
失活させる反応である54）。その他、ヘテロサイクリックアミン類に対する野菜
のペルオキシダーゼの作用36～40）や変異原物質を吸着除去する高分子の不活性化
因子（リグニン様物質）がゴボウやニンジンから見いだされている41・42）。また、
脂肪酸がベンツ（a）ピレンやヘテロサイクリックアミンと複合体を形成して抑制
する機構も推定されている120）。その他、抗酸化物質がこのグループの抑制効果
をもつことが推察：されている5動91・121～126）。一般的に、抗酸化物質は不飽和脂肪酸
の過酸化を抑制するので、その意味では広義の変異原生成抑制因子の範ちゅう
にはいるが、その機構としては、変異原性発現のための酸化的な代謝活性化の
過程に関与するフリーラジカルを抗酸化剤が消去するものと推察されている
126～12⑳
　　　0
　3っ目のグループは、抗突然変異原因子、bio－antimutagenとよばれる因子であ
る。変異原物質によりDNAが損傷を受け、これが細胞内で固定化され突然変異
を起こす。この細胞内での固定化される過程に作用し、突然変異の頻度を低下
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させる因子である。その機構（DNAの修正・修復機構）には複数のパターンが
あると考えられている。この分野の研究は前1および2のグループよりも新し
い研究分野であり、近年そのスクリーニング法が確立され、いくつかの因子が
見いだされている。しかしながら、DNAの修正・修復機構の全容が明らかでな
い現在、確実にこのグループに属す変異原性抑制物質であることを証明するに
は詳細な研究が必要である。
　以上、変異原性抑制作用の3つの機構について述べたが、筆者はキャベツを
はじめダイコン、ショウガ汁には焼き魚の「浸漬前焼き処理」と「浸漬後焼き
処理」の両処理により変異原性抑制効果を認めたことから、これらの汁液には
上記の1グループの因子の他に、2または3のグループの因子が存在するものと
推察した。そこで、これらの点も含めて野菜汁の焼き魚の変異原性抑制因子を
明らかにするため、第3章ではキャベツ汁をSephadex　G－100およびSephadex
G－25でゲルろ過し、各画分の変異原性抑制効果を焼きブリを用いた「浸漬前焼
き処理」と「浸漬後焼き処理」で調べた。はじめにSephadex　G400で高分子高
分と低分子画分に2分し、乱闘分の抑制効果を調べた。その結果、高分子画分
は「浸漬前焼き処理」効果が著しく強いこと、低分子画図は「浸漬前焼き処理」
と「浸漬後焼き処理」の両効果があるが、後者の効果の方が強いことを確認し
た。そこで、低分子二分を細分画するため、キャベツ汁をSephadex　G－25でゲル
ろ過し、上記同様の実験を行なった。その結果、高分子二分は前記同様の強い
「浸漬前焼き処理」効果を示し、グルコースやアスコルビン酸が溶出する低分
子二分は「浸漬前焼き処理」と「浸漬後焼き処理」効果の両作用を示すこと、
さらに、上記の高分子画分より少し遅れて溶出する山分には「浸漬後焼き処理」
効果が強いことを確認した。これらのことより、キャベツ汁には少なくとも3
種の異なる変異原性抑制因子が存在することが推察された。
　これまで、ヘテロサイクリックアミンに対する野菜汁の変異原性抑制効果は
全て化学変異原物質に作用させその効果を調べている研究であり、タンパク質
やアミノ酸、魚や肉等を野菜汁で処理した後に焼き処理して、その変異原性を
調べた研究は皆無である。本研究は調理・加工の工夫により焼き魚の変異原性
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を抑制することを出発点としているため、調理の一方法として予め野菜汁で処
理する方法を試みたところ、その効果が著しいことが判明し、かつその効果は
野菜汁の低分子物質によることが示唆された。しかしながら、以上の研究は焼
き魚の実験結果であるため、その現象をより生化学的な方法で証明することが
必要である。
　そこで、第4章では、第3章で確認された高分子三分の「浸漬前焼き処理」
効果、即ち、焼き処理によって生成した変異原物質の活性を高分子二分が強く
抑制した効果を立証するため、タンパク質やアミノ酸のトリプトファンを焼き
処理したときに生成するヘテロサイクリックアミンのTrp－P－1、　Trp－P－2および
IQを用い、その変異原活性をキャベツ汁のどの画分が強く抑制するかを調べた。
その結果は、焼き魚で得た結果とほぼ同じであった。即ち、高分子画分（F。1画
分）にはTrp－P4、　Trp－P－2およびIQに対する強い変異原活性抑制効果があり、
次いで溶出するグルコース等を含む三分にはF－1画分よりは弱いがかなりの抑
制効果が認められた。しかし、最後に溶出する三分にはこれらの化学変異原物
質に対する抑制効果は認められなかった。次に、高分子画分のヘテロサイクリ
ックアミンに対する強い変異原性抑制効果はキャベツ汁のペルオキシダーゼに
よるものであることを、市販の西洋ワサビのペルオキシダーゼの酵素活性およ
びその変異原活性抑制効果（活性）、さらに、それらの活性に及ぼす熱処理
（100℃）の影響などから明らかにした。また、ペルオキシダーゼの酵素活性と
変異原活性抑制効果（活性）に及ぼす加熱処理の影響を調べた結果、本質的に
はその変異原活性抑制作用は酵素活性と関係しないこと、むしろ、ヘム鉄をも
つ構造自身による作用であることが推定された。このことは、ペルオキシダー
ゼを加熱失活させても変異原活性抑制効果はかなり高いレベルで維持されてい
たこと、他のヘムタンパク質（ヘモグロビン、カタラーゼ、チトクロームC）
にも弱い抑制効果があること、また、ヘモグロビンのプロテアーゼによる加水
分解物にも弱い抑制効果があること、さらに、その加水分解物をゲルろ過した
とき、ヘム部を多く含む画分の変異原性抑制効果が高いことなどからも示唆さ
れた。従って、従来より知られているdes－mutagenとしてのペルオキシダーゼの
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作用は酵素作用が直接関与していないことが明らかになった。
　次に、キャベツ汁中のグルコースやフラクトースが溶出する画分（第4章の
F－II画分（高分子画分に次いで溶出する低分子画分））の変異原活性抑制因子（「浸
漬前焼き処理」効果をもたらす因子）を推定するために、この画分に含まれる
ことが明らかなグルコース、フラクトース、シュクロースおよび：L一アスコルビ
ン酸（第5章で定量して、その存在を確認した）のTrp－P－1およびIQに対する
変異原活性抑制効果を調べた。その結果、Tlp－P－1に対しては3種の糖とも抑制
効果を示し、特にグルコースは比較的強い抑制効果を示した。IQに対しては、
グルコースが弱い抑制効果を示した程度であった。また、：レアスコルビン酸は、
結果には示していないが、Trp－P－1に対してはかなりの抑制効果を示したが、　IQ
に対しては全く抑制効果を示さなかった。
　これらの結果より、F－II四分の「浸漬前焼き処理」効果は上記の糖およびアス
コルビン酸による影響があるものと推察した。糖とヘテロサイクリックアミン
の反応についての報告はなく、グルコース、フラクトースはその還元性による
作用とも考えられるが、シュクロースによる抑制効果は還元力では説明出来な
い。今後、これらの化合物とヘテロサイクリックアミンとの化学的な反応に関
して訓細な研究が必要であると考える。
　第5章では、焼き魚の実験で強い「浸漬後焼き処理」効果が確認された低分
子画分の変異原性抑制効果をより化学的な実験系で立証することを主な目的と
して、焼き魚をトリプトファンに置き換えて実験した。即ち、トリプトファン
にキャベツ汁の分画液を添加後350℃で30分間焼き処理し、その変異原活性を
測定することにより、各分画液の変異原物質の生成に与える影響を調べた。そ
の結果、最も強い抑制効果を示したのは、グルコースやフラクトースよりも遅
れて溶出する低分子（F－III－1）三分であった。次いで、グルコースやフラクトー
スが溶出する画分（F－II画分）の抑制効果が強く、高分子画分の抑制効果は非常
に弱かった。この結果は第3章の焼き魚の結果と良く一致していた。以上の結
果より、キャベツ汁には変異原物質の生成を抑制する少なくとも2種以上のゲ
ルろ過によって溶出位置が異なる低分子の因子が存在することが強く示唆され
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た。即ち｛先に変異原性抑制物質は3グループに分けられることを述べたが（図
6－1）、キャベツ汁には2つ目のグループに属すと言われるペルオキシダーゼ以
外に、ヘテロサイクリックアミンの生成を抑制する、1つ目のグループに属すと
考えられる低分子因子がSephadex　G－25によるゲルろ過により2つの異なった画
分に存在することが判明した。植物性食品の変異原性抑制物質に関して多くの
研究があるが、変異原の生成を抑制する物質（1回目のグループに属する因子）
に関する研究は非常に少ないのが現状である。先に1つ目のグループの例とし
て、亜硝酸とアミン類とのニトロソ化反応を阻害するアスコルビン酸の例をあ
げたが、タンパク質やアミノ酸を焼き処理したときに生成するヘテロサイクリ
ックアミンの生成を抑制する因子に関する研究は全く行われていないのが現状
である。本研究ではその因子を同定するために、キャベツ汁の低分子画分（F－II
画分、グルコースやフラクトースが溶出する画分）に含まれていた2、3の化合
物の抑制効果をトリプトファンの焼き処理前に加えて（「浸漬後焼き処理」実
験：に相当）調べた。その結果、グルコースやフラクトースに抑制効果があるこ
とを確認した。この結果は第2章の焼き魚の「浸漬後焼き処理」実験における
シュクロースの抑制効果と共通していると考えられる。しかしながら、L一アス
コルビン酸には抑制効果は認められなかった。従って、グルコース等が溶出す
る画分の「浸漬後焼き処理」による抑制効果はこれらの糖類によるものと推察
した。一方、焼き魚やトリプトファンの「浸漬後焼き処理」実験で最も強い抑
制効果を示したグルコースよりも遅れて溶出する画分（RII－Dの因子に関して
は現時点では不明である。
　以上、第3章から第5章の実験により、キャベツ汁のもつ焼き魚の変異原性
抑制効果について、そのゲルろ過分画液ごとの性質について検討した。その結
果、第2章に示した実際の焼き魚で認められたキャベツ汁の変異原性抑制効果
は、ほぼそのまま受け止めてよいことが明らかになった。即ち、焼き魚の変異
原性を出来るだけ低減するには、　「浸漬後焼き処理」が効果的であり、キャベ
ツの個体差の影響があるとしても、第2章における数回の実験結果より判断し
て、この処理によりほぼ完全に変異原性をもたない焼き魚を得ることが出来る
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と推察した。勿論、実際の調理・加工では「浸漬前焼き処理」と「浸漬後焼き
処理」の併用が可能であるため、両処理方法を併用する調理加工により、その
効果をより高めることが出来ると考えられる。今後はこの処理方法を一般家庭
への調理加工に普及させることに全力を尽す必要がある。
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